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摘要 :【 目 的 ] 家 看 Bombyx mori 核 型 多 角 体 病毒 ( BmNPV ) 核 衣 壳 蛋白 VP39 为 病毒 装配 所 必需 。 本 研究 旨 在 初探 
VP39 在 病毒 侵 染 家 看 细胞 过 程 中 的 功能 及 特征 ,以 期 为 家 春 抗 病毒 研究 提供 研究 基础 。[【 方 法 ] 本 研究 通过 构建 
原核 表达 载体 ,诱导 原核 表达 得 到 多 克隆 抗体 ,以 Western blot 验证 VP39 表达 时 相 ; 构 建 真 核 表 达 载 体 , 转 染 细胞 
后 以 免疫 荧光 手段 观测 VP39 表达 定位 及 影响 病毒 增殖 现象 。【 结果 】 制 备 了 VP39 多 克隆 抗体 。VP39 在 病毒 感 
染 后 大 量 定位 于 家 盔 细 胞 核 ,部 分 定位 于 胞 质 , 而 过 表达 的 VP39 定位 于 家 看 细胞 胞 质 ; 过 表达 VP39 后 抑制 
BmNPV 感染 家 看 细胞 。[【 结论 ] 在 BmN-SWU1 细胞 中 过 表达 VP39 会 影响 BmNPV 的 扩散 ,导致 BmNPV 感染 细胞 
数目 大 量 减少 。 该 结果 为 VP39 调控 宿主 与 病毒 的 相互 作用 提供 了 新 的 思路 。 

关键 词 : ZU: 核 型 多 角 体 病毒 ; VP39; 抗 病毒 ; 病毒 增殖 ; 亚 细 胞 定位 
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Overexpression of Bombyx mori nucleopolyhedrovirus nucleocapsid 


protein VP39 inhibits the proliferation of BmNPV in BmN-SWUI 
HU Nan', DONG Zhan-Qi' , CHEN Ting-Ting! , PAN Min-Hui ^ * (1. State Key Laboratory of Silkworm 
Genome Biology, Southwest University, Chongqing 400716, China; 2. Key Laboratory for Sericulture 





































































































Functional Genomics and Biotechnology of Agricultural Ministry, Southwest University, Chongqing 
400716, China) 

Abstract: [ Aim] Bombyx mori nucleopolyhedrovirus nucleocapsid protein VP39 is necessary for virus 
assembly. This study aims to explore the functions and characteristics of VP39 in the infection process of 
virus in silkworm cells and so to make a contribution to the antivirus research of the silkworm. [Methods] 
The prokaryotic expression vector was constructed to induce and produce the VP39 polyclonal antibody 
and to test the time course of protein expression by Western blot. The location of VP39 and the effect of 
VP39 on BmNPV proliferation in silkworm cells were observed by transfection of eukaryotic expression 
vector pIZ-vp39-V5/His and immunofluorescence. [ Results] We obtained the VP39 polyclonal 
antibody , and verified that VP39 was mostly localized in cells nucleus areas during BmNPV infection, but 
just localized in the cytoplasm when overexpressed. The overexpressed VP39 inhibited the proliferation of 
BmNPV in BmN-SWUI. [Conclusion] The results suggest that the overexpression of VP39 in BmN- 
SWUI cells may inhibit the proliferation of BmNPV , thus offering a new way for exploring the regulation 
of VP39 in the interaction between host cell and virus. 
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家 泰 核 型 多 角 体 病毒 病 是 家 看 Bombyx mori 饲 。 大 的 损失 ,到 目前 为 止 还 没有 有 效 办 法 能 够 完全 抑制 
养 中 的 首要 病害 之 一 ,给 看 桑 产业 的 发 展 造成 了 巨 。 家 不 核 型 多 角 体 病毒 (B. mori nucleopolyhedrovirus , 
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11 j H WME: 家 看 细胞 中 过 表达 家 看 核 型 多 角 体 ; 
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BmNPV ) 感 染 家 看 (Jiang and Xia, 2014) 。 因 此 , 研 
究 和 探讨 BmNPV 与 宿主 间 的 相互 对 抗 以 及 病毒 人 
侵 机 制 对 抗 病毒 育种 具有 重大 的 意义 。 


史 , 以 介 导 初次 感染 的 包涵 体 衍 生病 毒 ( occlusion- 
derived virus, ODV) 包 右 在 含有 病毒 粒子 的 包 埋 体 
(occlusion body, OB) 中 被 昆虫 口服 ,在 中 肠 中 因 碱 
性 环境 裂解 ,同时 造成 中 肠 上 皮 细 胞 感染 。 而 芽 殖 
病毒 粒子 (budded virus, BV) 从 上 皮 细 胞 中 释放 进 
行 系统 感染 ( Blissard and Rohrmann, 1990) ,直至 病 
毒 粒子 充斥 全 身 ,导致 宿主 死亡 ,并 释放 出 新 的 包涵 
体 , 引 发 下 一 次 的 感染 。 

早 在 1994 年 ,就 有 研究 者 公布 了 首 攻 银 纹 夜 蛾 
多 粒 包 埋 核 型 多 角 体 病毒 (Autographa californica 
multiple nucleopolyhedrovirus, AcMNPV ) 的 DNA 全 
序列 ,其 大 小 为 134 kb( Ayres et al., 1994) 。 而 在 其 
中 鉴定 的 50 多 个 重要 基因 当中 ,包含 了 杆 状 病毒 的 
核 衣 学 蛋白 基因 wp39。 这 为 研究 者 对 杆 状 病毒 结 
构 基 因 功 能 探索 提供 了 帮助 。 而 Blissard 和 
Rohrmann(1990) 在 之 前 研究 了 黄 杉 毒 蛾 核 型 多 角 
体 病 毒 ( Orgyia pseudotsugata. nucleopolyhedrovirus ) 
vp39 基因 的 结构 和 瞬时 表达 。 之 后 ,有 研究 发 现 : 
AcNPV 的 vp39 基因 与 病毒 侵 染 宿主 过 程 密切 相关 ， 
在 侵 染 的 过 程 中 ,VP39 蛋白 会 与 宿主 的 肌 动 蛋白 结 
合 , 使 肌 动 蛋白 重 排 形 成 绕 索 (cable) (Chariton and 
Volkman, 1993) 。 这 种 变化 将 导致 细胞 骨架 异 位 ， 
并 有 利于 病毒 后 期 编码 的 蛋白 酶 的 水 解 , 待 子 代 病 
毒 颗 粒 大 量 形 成 后 ,促使 宿主 昆虫 体 全 部 液化 进行 
下 一 次 的 感染 。 

BmNPV wp39 是 家 和 蛋 核 型 多 角 体 病毒 必需 的 晚 
期 结构 基因 ,表达 产物 VP39 参与 了 BmNPV 双 相 生 
活 史 中 装配 释放 等 必要 环节 (Federici and Humber, 
1997) ,在 病毒 侵 染 宿主 以 及 子 代 病毒 的 形成 上 具 
有 重要 作用 。w39 具有 高 度 保守 性 ,在 AcMNPV, 
BmNPV-Ja( 日 本 株 )、BmNPV-Ch( 中 国 株 ) 和 棉铃 忠 
E 型 多 角 体 病 Sj ( Heliothis 
nucleopolyhedrovirus, HaMNPV ) 等 多 种 多 角 体 病毒 
中 核 昔 酸 同 源 性 高 达 90% 以 上 ( 齐 义 鹏 等 ，2000 ; 
刘 德 立 等 , 2003) 。 同 时 , 其 相应 的 VP39 蛋白 的 结 
构 与 亲 玻 水 等 性 质 都 极为 相似 ,进一步 表明 vp39 
在 NPV 中 的 重要 性 。 已 有 的 研究 表明 ,wp39 基因 是 
一 个 关联 宿主 成 虫 液化 宿主 细胞 裂解 的 基因 
(Chariton and Volkman, 1993), 。 同 时 , Chariton 和 
Volkman 等 (1993 ) 在 报道 中 称 , 在 其 他 物种 的 杆 状 
病毒 中 , 核 衣 壳 蛋白 VP39 对 宿主 细胞 生长 状态 产 
生 影 响 ,造成 宿主 细胞 形态 变化 ,并 有 利于 病毒 的 
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侵 染 与 增殖 。 

本 人 研究 亚 克 隆 BmNPV 中 wp39 基因 ,通过 原核 
表达 系统 获得 了 VP39 和 蛋白 ,并 制备 了 VP39 多 克隆 
抗体 ;构建 了 真 核 表达 载体 pIZ-vp39- V5/His 和 pIZ- 
DsRed-V5/His ,在 进一步 获得 的 大 量 表达 VP39 的 
d Bp SE ALL ZR BmN-SWU1 细胞 中 ，BmNPYV 的 感 
染 扩散 受到 抑制 ;利用 Western blot ,co-ip £ft FE se 
光 等 技术 鉴定 了 VP39 在 体外 表达 时 与 家 看 BmN- 
SWUI 细胞 F-actin 存在 相互 作用 。 以 上 相关 研究 
为 以 后 进一步 病毒 人 侵 宿 主 以 及 宿主 抗 病毒 机 理 的 
深入 研究 提供 了 参考 。 











1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

原核 表达 载体 pET-28a ( + ) ,家 和 看 核 型 多 角 体 
病毒 (BmNPV)T3 株 ,家 人 乔 BmN-SWUL 细胞 (Pan et 
al., 2010) , 真 核 表达 载体 pIZ-V5/His, pIZ-DsRed- 
V5/HisV5AHisV5/His, 大 上 肠 杆 菌 感 受 态 细 胞 DH5o 
和 了 BL21(DE3) 缘 由 西南 大 学 家 和 蛋 基 因 组 生物 学 国 
家 重点 实验 室 提供 。 
1.2 试剂 

超 纯 质粒 提取 试剂 盒 为 Qiagen 产品 ，Ni-NTA 
柱 购 自 全 式 金 公 司 ; 福 氏 完 全 佐 剂 . 福 氏 不 完全 佐 剂 
为 美国 Sigma 公司 产品 ,ProteinA + G 为 美国 GE 公 
司 产 品 。NaCl, Tris, Glycine, EDTA, SDS 和 DMSO 
等 常用 试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 限 制 性 内 切 酶 、 
DNA Ligation Kit, DNA Marker 和 IPTG 均 购 自 
TaKaRa 公司 。PVDF 膜 、 转 染 试剂 购 自 Roche 公司 ; 
His-tag 鼠 源 抗体 、FITC 和 HRP 标记 的 山羊 抗 小 免 
IgG ZPT, HRP 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG — Du. DAPI 
HIHA SSRA]; Alexa Fluor 555 标记 山羊 抗 免 
IgG(H +L) 购 自 美国 Life Technologies ; PCR 凝 胶 回 
收 试剂 盒 购 自 Promega。 
1.3 载体 构建 

根据 NCBI 提供 数据 (Gene ID: 1488704) ,利用 
Primer Premier 5. 0 软件 设计 vp39 引物 F: 5'"- 
CCGCTCGAGATGGCGCTAATGCCCGTC-3' (下划线 
为 Xho 工 酶 切 位 点 );R: 5'-CGCGGATCCTTAGGC 
GCCTACACCTCC-3 下 划 线 为 BamH 工 酶 切 位 点 ) 。 
以 BmNPV T3 株 DNA 为 模板 进行 扩 增 。 族 胶 电泳 
检测 正确 后 以 Xho 1 和 BamH I 双 酶 切 ,并 过 柱 回 
收 ,与 经 相同 双 酶 切 的 pET-28 a( + )、pIZ-V5/His 
载体 连接 ,转化 进入 DH5a 感受 态 细胞 。 挑 取 单 克 
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你 菌 落 验证 ,将 阳性 克隆 接 苗 扩大 培养 ,提取 质粒 测 
序 鉴定 。 将 测序 正确 的 pET-28-vp39 质粒 转化 入 原 
核 表 达 感 受 态 BL21 细胞 。 测 序 正 确 的 pIZ-vp39- 
V5/His 保留 待 转 染 。 
1.4 多 克隆 抗体 制备 

将 转化 pET-28-vp39 质粒 的 感受 态 BL21 细胞 
扩大 培养 ,并 在 Aow 约 为 0.6 时 加 入 1 mmol/L IPTG 
进行 诱导 表达 。 收 集 诱导 后 菌 液 超 声 破碎 离心 , 取 
蛋白 样 作 SDS-PAGE 考 染 分 析 。 将 正确 表达 的 菌 
液 扩 大 培养 ,进行 蛋白 大 量 诱导 表达 。 收 集 诱导 
的 蛋白 上 清 通 过 Ni-NTA 柱 , 并 以 500 mmol/L vt 
脱 纯 化 ,用 纯化 后 的 上 清 重 白 结合 弗 氏 完全 佐 剂 
免疫 新 西 兰 白 免 ,15 d 后 用 纯化 后 的 上 清和 蛋 白 结 
合 弗 氏 不 完全 佐 剂 进行 再 次 免疫 ,53 d 后 收集 贷 
动脉 血 ,4Y 离心 30 min ,收集 上 清 ,在 使 用 前 经 滤 
1.5 免疫 荧光 分 析 蛋 白细胞 内 表达 定位 

在 一 个 培养 于 24 和 孔 细胞 培养 板 中 的 家 在 BmN- 
SWUI 细胞 中 添加 滴 度 为 1 x10* 的 BmNPV BV 上 
清 , 以 检测 VP39 和 蛋白 在 病毒 感染 家 春 细 胞 时 的 表 
达 定 位 ;在 男 一 个 未 添加 病毒 的 培养 板 中 , 按 质粒 与 
转 染 试 剂 比例 1:3(m/Av) (pg/pL) 转 染 1 pg 真 核 表 
达 载 体 pIZ-vp39-V5/His 至 家 春 细 胞 中 ,36 h 后 , 吸 
掉 每 个 处 理 组 培养 板 里 的 培养 基 , 加 入 500 pL 
PBS ,摇晃 清洗 3 次 ,每 次 5 min; 分 别 加 入 400 pL 
496 多 聚 甲醛 ,室温 艇 育 15 min; We f c R HH WE, PBS 
清洗 3 次 ,每 次 5 min; 分 别 加 入 400 pL 0. 196 
TritonX-100 , Zx iHi IE A 10 min; 吸 掉 TritonX-100 , PBS 
清洗 3 次 ;分 别 加 入 200 pL 封闭 液 (10% 羊 血 清原 
液 +3% 牛 血清 蛋白 的 PBS 液 ) ,37Y 孵育 1 ~1.5 
h; 吸 出 封闭 液 ,分 别 加 入 200 uL VP39 一 抗 稀释 液 
(稀释 比例 为 1:300) ,37% 孵育 1 h; 吸出 一 抗 稀释 
液 ,PBS 洗涤 6 次 ;分 别 加 入 200 pL 二 抗 ( 含 DAPI 
及 Alexa Fluor 555 标记 山羊 抗 免 IgG) 稀释 液 ( 稀 
释 比 例 为 1:400) , 37 C 避 光 孵育 1 h; 吸 出 二 抗 稀 
FEW, PBS 避 光 洗涤 6 次 ,每 次 5 min; 甘 油封 片 ,于 
共聚 焦 显 微 镜 下 观察 VP39 蛋白 在 家 等 细胞 中 定 
位 情况 。 
1.6 Western blot 验证 蛋白 表达 时 相 

使 用 TC100 培养 液 , 按 血清 : 培养 液 =1:10(v 
v) 比例 添加 胎 牛 血清 ,进行 家 看 卵巢 细胞 系 BmN- 
SWUI 培养 。 将 滴 度 为 1 x10* 的 BmNPV BV 上 清 
在 不 同时 间 段 感染 等 量 生长 于 24 孔 细 胞 培养 板 的 
家 看 细 胞 ,感染 后 6, 12, 24 和 48 h 后 收集 被 感染 






























































细胞 于 1.5 mL 离心 管 ,800 r/min 离心 5 min, 
上 清 , 加 入 40 uL IP 细胞 裂解 液 重 甚 沉淀 ( 含 蛋白 
酶 抑制 剂 PMSF) , 冰 浴 裂解 20 min, 加 入 10 pL 
SDS-PAGE 上 样 缓冲 液 ,于 沸水 中 者 10 min。 按 时 
间 梯 度 将 收集 的 蛋白 样品 加 样 进行 蛋白 电泳 。 电 泳 
结束 后 , 转 膜 至 PVDF 膜 上 (200 V, 40 min) ,以 封闭 
WE 5% 脱脂 奶 粉 的 TBST) 室温 封闭 1 bh; 用 封闭 
液 稀释 VP39 多 克隆 抗体 (1: 1 500) ,一 抗 室温 孵育 
1.5 h, FELI TBST 清洗 5 次 ,每 次 6 min; 用 封闭 液 稀 
释 山 羊 抗 免 二 抗 (1:8 000) ,室温 孵育 1 h, 再 以 
TBST 清洗 5 次 ,每 次 6 min; 最 后 进行 ECL 显 色 
曝光 。 
1.7 免疫 共 沉淀 验证 蛋白 间 相 互 作用 

在 培养 BmN-SWUI 细胞 培养 瓶 中 转 染 4 kg E 
核 表 达 质 粒 pIZ-vp39-V5/His,48 h 后 收集 细胞 。 加 
A1 mL 4 PMSF 的 细胞 IP 裂解 液 重 悬 细胞 , 冰 浴 
裂解 30 min; RH 100 pL 含有 胞 内 蛋白 的 裂解 混合 
物 作 总 蛋白 组 ,剩余 900 pL 转 到 两 个 1.5 mL 离心 
管 ,每 管 450 pL 裂解 混合 物 , 并 分 别 加 入 2 pL 
VP39 抗体 (实验 组 ) 和 2 pL 小 免 IsG( 对 照 组 ) ,4%C 
EMRI EE 6 ~ 8 h; 分别 在 两 个 离心 管 中 加 入 
60 uL protein A + G Æ HRK, 4C E fj 6 ~8 h;4%C 
3 000 r/min 离心 5 min 沉淀 磁 珠 , 吸 弃 上 清 后 以 1 
mL 含 PMSF 的 细胞 IP 裂解 液 重 悬 清洗 ,重复 3 次 ; 
清洗 完毕 后 ,4%C 3 000 r/min 离心 5 min, KAR, 
加 入 40 pL & PMSF 的 细胞 TP. 裂解 液 ,并 加 入 10 
ML SDS-PAGE 和 蛋白 上 样 缓冲 液 ,沸水 者 10 min, 做 
Western blot 验证 。 





















































2 结果 


2.1  VP39 亚 细 胞 定位 及 表达 时 相 分 析 

待 添加 BmNPV BV 上 清和 转 染 plZ-vp39-V5/ 
His 质粒 36 h 后 , 免疫 荧光 处 理 BmN-SWUI 细胞 。 
用 制备 的 VP39 多 克隆 抗体 为 一 抗 , Alexa Fluor 555 
标记 山羊 抗 免 IgG 作为 二 抗 , 以 共聚 焦 显 微 镜 观察 。 
结果 显示 ,在 病毒 感染 后 的 宿主 细胞 中 ,病毒 基因 组 
表达 的 VP39 蛋白 分 布 于 家 看 细胞 的 胞 质 和 细胞 核 
(图 1), 旦 点 状 聚 集 。 

在 过 表达 VP39 时 ,VP39 分 布 于 宿主 细胞 的 胞 
质 中 ,并 呈 密 集 点 状 存在 (图 2)。 推 测 VP39 无 法 
进 核 的 原因 是 其 本 吴 序 列 不 具有 核定 位 信号 ,在 有 
病毒 其 他 蛋白 作用 的 情况 下 ,VP39 可 通过 与 其 他 具 
有 核定 位 信和 号 蛋白 互 作 ,并 被 牵引 入 核 。 
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DAPI VP39 Merge 
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到 1 病毒 感染 后 VP39 亚 细 胞 定位 医 
Fig. 1 Subcellular localization of VP39 after virus infection 

DAPI: 细胞 核 区 域 Cell nucleus areas; VP39 ; 病毒 基因 组 表达 的 VP39 蛋白 胞 内 定位 Localization of VP39 in virus infection; Merge: 前 两 图 合 

并 Merge of the former two photos. 免疫 区 光 检 验 法 处 理 BmNPV 感染 后 的 细胞 ,以 Anti- VP39 f E— DUREE , Alexa Fluor 555 标记 山羊 抗 兔 IgG 


TEL—dUB T. Cells infected with BmNPV was observed with immunofluorescence, Anti-VP39 was used as the primary antibody and goat anti-rabbit 












































IgG labeled with Alexa Fluor 555 was used for the secondary antibody. 


DAPI VP39 Merge 





[2 ”过 表达 VP39 亚 细 胞 定位 图 
Fig. 2 Subcellular localization of overexpressed VP39 
DAPI: 细胞 核 区 域 Cell nucleus areas; VP39 : 过 表达 的 VP39 蛋白 胞 内 定位 Localization of overexpressed VP39; Merge: 前 两 图 合并 Merge of 
the former two photos. 免疫 荧光 检验 法 处 理 转 染 pIZ-vp39-V5/His 质粒 的 细胞 ,以 Anti-VP39 作 一 抗 孵育 , Alexa Fluor 555 标记 山羊 抗 免 IgG 
TE-—dDUET. Cells transfected with plasmid pIZ-vp39-V5/His was observed with immunofluorescence, Anti-VP39 was used as the primary antibody 














and goat anti-rabbit IgG labeled with Alexa Fluor 555 was used for the secondary antibody. 




















以 滴 度 为 1 x10* 的 BmNPV BV 上 清 ,感染 析 , 验 证 VP39 表达 时 相 。 结 果 显 示 , VP39 和 蛋白 在 
BmN-SWUI 细胞 。6, 12, 24 和 48 h 后 收集 蛋白， 感染 后 24 h 已 有 大 量 表达 ,在 感染 后 48 h 仍 高 量 表 
以 VP39 多 克隆 抗体 为 一 抗 ,进行 Western blot 分 ” 达 ( 图 3)。 
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图 3 ”BmNPV 感染 后 VP39 表达 时 相 图 

Fig. 3 Time course of VP39 expression after BmNPV infection 
MOCK: 对 照 组 未 加 病毒 ( Cells without BmNPV infection) ; Ghpi; 感染 后 6 h (6 h post infection) ; 12hpi; 感染 后 12 h (12 h post infection) ; 
24hpi: 感染 后 24 h (24 h post infection) ; 48hpi; 感染 后 48 h (48 h post infection). 


2.2 过 表达 VP39 抑制 BmNPV 增殖 影响 , 真 核 表 达 载 体 pIZ-DsRed-V5/His 和 pIZ- 
为 了 观测 VP39 的 表达 对 BmNPV A T5 3: Hj vp39-V5/His 分 别 转 染 BmN-SWUI 细胞 ,并 在 24 h 
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后 各 添加 滴 度 为 1 x 10* 通过 同 源 重组 改造 带 有 绿 
色 芝 光标 记 的 BV 上 清 (Dong et al., 2014) 。 只 表达 
红色 荧光 蛋白 DsRed 的 对 照 组 在 感染 36 h 后 直接 
观察 交 光 统计 感染 率 , 进行 过 表达 VP39 的 实验 组 ， 
以 His-tag 抗体 作 一 抗 进行 免疫 荧光 实验 ,并 观察 灾 
光 统 计 感 染 率 。 结 果 显 示 , 在 转 染 pIZ-DsRed-V5/ 
His 的 对 照 组 中 ,绿色 荧光 代表 的 BmNPV 正常 复制 
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增殖 ;而 过 表达 VP39 的 实验 组 中 , BmNPV 的 扩散 
受到 了 强烈 的 抑制 ,同时 ,实验 组 中 带 有 红色 荧光 标 
记 的 细胞 受到 病毒 感染 数目 远 低 于 对 照 组 中 的 数 
据 。 该 现象 表明 , BmNPV 难以 感染 提前 表达 了 
VP39 的 细胞 ,VP39 的 过 表达 抑制 了 BmNPV 的 复制 
增殖 (图 4)。 





DsRed 





到 4 过 表达 VP39 抑制 病毒 复制 增殖 





Fig. 4 Overexpression of VP39 inhabits the proliferation of BmNPV 
EGFP: 带 绿色 荧光 标记 的 重组 BmNPV 病毒 Recombinant BmNPV carrying EGFP; DsRed; 对 照 组 为 红色 荧光 蛋白 ,实验 组 为 VP39 蛋白 Red 
fluorescent protein in the control group or VP39 in the treatment group; Merge: 前 两 图 合并 Merge of the former two photos. 添加 病毒 到 分 别 转 染 
pIZ-DsRed-V5/His fll pIZ- vp39-V5/His 质粒 的 细胞 ,以 免疫 荧光 法 观察 病毒 增殖 情况 。BmNPV was added into the cells transfected. with 


























plasmid pIZ-DsRed-V5/His or plZ- vp39-V5/His, and then the proliferation of BmNPV was observed by immunofluorescence. 





统计 分 析 BmNPV 感染 率 ,结果 具有 显著 性 差 
异 ( 图 5)。 
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图 5 转 染 过 表达 载体 后 BmNPV 病毒 感染 率 
Fig. 5 Infection rate of BmNPV after transfection 


VP39+NPV 








of overexpressed vector 
DsRed + NPV ; 对 照 组 感染 率 Infection rate in the control group; 
VP39 + NPV: 实验 组 感染 率 Infection rate in the treatment group. 


3 讨论 





VP39 是 杆 状 病毒 重要 的 结构 蛋白 ,参与 其 核 衣 
壳 的 形成 。 有 研究 报道 ( 刘 德 立 等 ,2003 ) ,在 多 种 
NPV VP39 蛋白 中 ,在 第 18, 29, 36, 49, 132, 169 
和 232 位 氨基 酸 处 有 保守 的 半 胱 氨 酸 (Cys) 可 能 形 
成 二 硫 键 ,上 暗示 了 VP39 在 病毒 侵 染 过 程 中 装配 时 
可 能 具有 高 级 结构 , 而 本 研究 在 利用 共聚 焦 显 微 镜 
观察 BmNPV 感染 后 VP39 亚 细 胞 定位 ,发现 VP39 
蛋白 表 型 多 为 聚集 块 状 分 布 (图 1) ,其 中 一 部 分 原 
因 可 能 是 由 于 VP39 破坏 了 宿主 的 细胞 结构 ,造成 
蛋白 点 状 聚 集 , 也 有 一 定 的 可 能 是 因 其 具有 高 级 结 
合 形式 。 同 时 ,在 分 析 VP39 亚 细 胞 定位 情况 下 ,发 
现在 大 多 数 细胞 中 , VP39 成 像 都 呈现 出 环形 ,并 围 
绕 细胞 核 分 布 (图 1) ,结合 其 核 衣 壳 蛋白 身份 ,推测 
其 分 布 特征 便于 病毒 DNA 在 宿主 核 内 复制 后 进行 





























11 j Hj WE: 家 看 细胞 中 过 表达 家 看 核 型 多 角 体 ; 
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ULLA s 
杆 状 病毒 基因 组 为 双 链 环 状 DNA. 分 子 , 大 小 仪 
在 90 ~180 kb 之 间 (Caballero et al., 1992) ,在 杆 状 


荧光 观测 VP39 与 F-actin 的 定位 。 实 验 结果 表明 ， 
BmNPV VP39 与 BmN-SWUI 的 F-actin 的 确 存在 相 
互 作用 ,同时 在 胞 内 ,两 个 蛋白 能 够 发 生 共 定 位 ( 结 











病毒 人 侵 宿 主 过 程 当中 ,会 介 导 宿主 DNA 损伤 应 
答 , 阻 断 宿主 的 细胞 周期 ,同时 抑制 宿主 的 凋 亡 反 
应 。 在 如 此 繁重 而 又 精密 的 调控 网 络 下 ,伴随 着 病 
毒 与 病毒 、 病 毒 与 宿主 大 量 基 因 的 级 联 沟 通 和 和 蛋白 
的 相互 作用 。 而 在 入 侵 起 始 阶 段 , 病毒 iel, ie2， 
pe38 和 me53 等 立即 早期 基因 仅 在 利用 宿主 转录 物 
质 情况 下 就 可 完成 自身 转录 翻译 并 启动 其 他 早期 晚 
期 基因 (Passarelli and Miller, 1993 ) , 而 宿主 也 同时 
获取 被 人 侵 信号 ,由 p53 开始 起 始 凋 亡 ,作为 应 对 ， 
病毒 的 p35 和 iap 等 抑 凋 亡 基 因 开 始 寻找 宿主 靶 重 
白 进 行 结合 调控 ,并 竞争 性 关闭 宿主 自身 调控 路 线 ， 
使 得 细胞 沦 为 病毒 工厂 。 当 病毒 增殖 到 一 定 程 度 
后 , 核 衣 党 蛋白 VP39 结合 宿主 肌 动 蛋白 ,使 细胞 骨 
架 变 化 重 排 并 利于 病毒 编码 的 水 解 酶 作用 ,进一步 
液化 昆虫 ,释放 病毒 粒子 。 而 已 有 研究 报道 , VP39 
蛋白 可 与 IE2, 38K 和 MES3 等 蛋白 相互 作用 (Wu 
et al., 2008; de Jong et al., 2011; Wu et al., 2013 ) ， 
由 此 可 见 , 病 毒 调控 手段 环 环 相 扣 , 逐 级 瓦解 宿主 的 
所 有 防线 。 而 VP39 和 蛋白 很 有 可 能 在 整个 调控 过 程 
中 扮演 一 个 十 分 重要 的 角色 。 

在 实验 过 程 中 ,我们 发 现 了 一 个 有 趣 的 现象 ,在 
提前 表达 VP39 的 细胞 中 添加 具有 感染 能 力 的 BV 
上 清 , 其 感染 率 远 低 于 提前 表达 交 光 蛋白 的 对 照 组 
(图 2) ,这 暗示 了 病毒 立即 早期 基因 无 法 在 过 量 表 
ik VP39 的 宿主 细胞 中 正常 转录 调控 ,同时 ,立即 早 
期 基因 及 其 产物 不 具有 调控 降解 VP39 的 能 力 , 抑 
或 提前 表达 了 VP39 的 细胞 因 结 构 改 变 而 阻 断 了 病 
毒 的 侵入 通道 。 一 方面 ,这 可 能 与 宿主 细胞 骨架 变 
化 有 关 ; 另 一 方面 ,是 否 因 VP39 的 表达 使 得 宿主 细 
胞 某 些 调控 通路 改变 从 而 变相 获得 了 抵抗 病毒 感染 
的 免疫 能 力 。 这 些 都 还 有 待 进一步 研究 。 

在 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 HaNPV 中 , 曾 有 报道 
称 其 核 衣 党 蛋白 VP39 与 宿主 actin 存在 相互 作用 
(Lu et al., 2002) ,两 者 结合 形成 线索 (cable ) 结构 。 
本 研究 在 发 现 过 表达 BmNPV VP39 后 对 BmNPV 感 
染 BmN-SWUI 有 影响 ,以 及 报道 所 称 的 VP39 对 宿 
主 细胞 骨架 具有 影响 的 基础 上 ,推测 过 表达 BmNPV 
VP39 影响 BmNPV 感染 可 能 与 VP39 结合 了 宿主 下 - 
actin ,使 得 细胞 内 结构 改变 ,造成 病毒 感染 时 无 法 识 
别人 侵 。 为 此 ,我 们 设计 了 实验 ,以 免疫 共 沉 演 验 证 
VP39 与 F-actin 是 否 存 在 相互 作用 ,同时 利用 免疫 
















































































果 未 给 出 ) ,进一步 表明 了 VP39 与 F-actin 的 相互 联 
系 。 遗 憾 的 是 ,由 于 F-actin 抗体 特异 性 较 低 ,不 能 
直接 观测 到 在 未 过 表达 VP39 时 BmN-SWUI 细胞 内 
F-actin 骨架 的 原始 结构 ,因此 ,和 暂 不 能 直接 断定 过 
表达 VP39 影响 BmNPV 感染 扩散 的 直接 原因 是 
VP39 与 F-actin 的 互 作 引 起 。 在 后 续 实 验 中 ,车 可 
利用 鬼 笔 环 肽 ( Kron et al., 1991) 特异 标记 F-actin, 
过 免疫 荧光 观测 F-actin 骨架 变化 情况 , 则 可 对 该 
命题 作出 判断 。 

病毒 的 侵 染 就 生物 个 体 而 言 ,是 病毒 与 宿主 间 
的 相互 对 峙 。 在 自然 条 件 下 ,多 为 病毒 先 战胜 宿主 
免疫 系统 ,这 种 情况 对 于 经 济 动物 的 养殖 是 非常 不 
利 的 。 我 国 春 桑 产业 一 直 稳步 发 展 ,看 丝 产 品 也 颇 
受 人 们 追捧 ,然而 每 年 因 BmNPV 引起 的 脓 血 病 造 
成 家 看 养殖 上 的 经 济 损失 都 是 相当 巨大 的 (Jiang 
and Xia, 2014) 。 相 对 于 传统 抗 性 育种 来 讲 ,分 子 育 
种 得 选 具有 周期 短 , 目的 性 强 , 成 本 可 控 等 优点 。 而 
本 研究 发 现 过 表达 VP39 抑制 了 BmNPV BV 粒子 的 
扩 增 ,也 为 以 后 的 抗 病毒 研究 工作 提供 了 一 定 的 启 
发 。 在 今后 的 实验 中 , 若 可 利用 人 工 改 良 修饰 的 
vp39 基因 作 转 基因 处 理 , 在 保证 宿主 机 体 健 全 的 情 
况 下 ,增加 BmNPV 抗 性 ,或 改造 病毒 的 某 些 必须 基 
,使 其 具有 侵 染 能 力 而 不 具备 子 代 增殖 复制 或 子 
代 感 染 能 力 , 这 将 有 效 地 阻碍 BmNPV 的 扩散 ,也 可 
对 家 答 抗 性 育种 带 来 新 的 启迪 ,这 些 工作 都 是 我 们 
以 后 努力 的 方向 。 
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